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@ Verfahren zur Isolierung und Anwendung von Kupfer-Metallothioneinen zur antirheumatischen Therapie 

Die Erfindung betrifft ein einfaches Verfahren zur Gewin- 
nung von Kupfer-Metallothioneinen aus Wirbeltieren, Mi- 
kroorganismen oder Pflanzen, wobei das entsprechende 
Homogenat einer Hitzebehandlung unterworfen wird, um 
nutzlose Proteine auszufallen und das gewunschte Kupfer- 
Metallothionein aus dem Uberstand durch chromatographi- 
sche Verfahren gereinigt wird. Des weiteren betrifft die Er- 
findung die Anwendung von Kupfer-Metallothioneinen als 
pharmazeutische Praparate zur Behandlung rheumatischer 
Erkrankungen, dadurch gekennzeichnet, daS die Kupfer- 
Metallothioneine direkt in das entzundete Gewebe, vor- 
zugsweise die entzundete Gelenkkapsel injiziert werden. 
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PatentansprUche 

1) Verfahren zur Isolierung von Kupfer-Metallothloneln aus Wirbel- 
tleren. Mlkrooraanism^n, Insbesondere Hefen und Pflanzan, dadurch 
gekennzelchnet* dass man_das entsprechende Homogenat einer Hitze- 
behandlung uriterw.brf.t^urw*^ ajusz*j*.±rA'4fk. un<l. aus- der? 

erhaltenen LSsung durch-chrofoatograpMsche^ - 
Kupfer-MeU1loth1one1n Isoliert, 



2) Verfahren nach Anspruch 1 # dadurch gekennzeichnet dass bel Verwendung 
von Mikroorganlsmen und Pflanzen e1ne vorherlge Kul tivlerung m1t kupfer- 
haltlgen LSsungen vorgenommen w1rd* 
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fsolierung und Anwendung von Kupfer-Metallothioneinen zur anti- 
rheumatischen Therapie 




Die Erfindung betrifft ein Verfahren der im Oberbegriff des Anspruchs 
1 ) angegebenen Art. 

Die Erfindung besteht darin, dass man das entsprechende Homogenat ein. 
Hitzebehandlunq unterwirft, urn nutzlose Proteine auszufallen und aus < 
erhaltenen Lb'sung durch Chroma tographische Verfahren das gewiinschte 
Kupfer-Metallothionein isoliert. 



Metallothioneine sind relativ einfache Proteine, die in der gesamten 
belebten Natur vorkommen. Ober die biologische Rolle dieser nieder- 
molekularen Metal! -Schwefel proteine 1st sehr wenig bekannt. Ihre Ami- 
nosaurezusammensetzung 1st ungewohnl ich. Sie enthalten keinen oder 
hbchstens einen aromatischen Aminosaure-Rest und bis zu 33% Cystein, 
eine schvJefelhaltige Aminosaure. Die Bildung von Metallothioneinen 
kann in den Organismen durch Anbieten von Zink, Cadmium, Kupfer, 
Quecksilber und Silber induziert werden. Im allgemeinen enthalten 
Metallothioneine aus Wirbeltieren die biochemisch wichtigen Metalle 
Kupfer und Zink. 

Metallothioneine aus Wirbeltieren haben ein Molekulargewicht von ca, 
7000, die Metallothioneine aus Hefen und Pflanzen sind etwas kleiner 
(Molekulargewicht von 5000-6000). Die strukturellen Eigenschaf ten der 
letztgenannten ahneln denen der Wi rbel tierthioneine so stark, daS von 
einer einheitl ichen Klasse der Metallothioneine gesprochen wird. In 
Wirbeltieren kommen Metallothioneine in der Leber, in der Niere und 
in der Darmmucosa vor. Pflanzen bilden Metallothioneine in den Wurzeln. 
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Die Metalle werden in diesen niedermolekularen Proteinen von vier 
Schwefelatomen gebunden, wobei das Kupfer in der stabilen Kupfer-(I)- 
-Form gehalten wird. Daher zahlen die Kupfer-Metallothioneine zu den 
Kupferproteinen mit der hbchsten Kupferbindungskonstanten. Einem An- 
griff durch Oxidationsmittel halten diese Kupferbindungszentren jedoch 
nicht stand. 

Ober die biologische Rolle der Metal lothi one ine wird weitgehend 
spekuliert. Ein direkter Obergang von Kupfer-(I) in andere Kupfer- 
proteine, die vom Metal! befreit waren^wurde gemessen. Desweiteren 
ist ein Mechanismus bekannt, in dem liber enzymatischen oxidativen 
Abbau Kupfer-(II) entsteht (Progress in Clinical Biochemistry and Medi- 
cine , Band 2, 1985, im Druck) , und so essentielles Kupfer-(II) im 
Organismus berei tgestell t werden kann. Dies kbnnte auf eine Metall- 
speicherfunktion bei Thioneinen hindeuten. 

P^sonders deutlich wird dies bei pra- bzw. post-natalen Veranderun- 
gen des Leberkupferspiegel s bei Saugetieren. Die Leber des Fotus 
enthalt bis zur zwanzigfachen Menge an Kupferthionein gegenuber der 
Leber des erwachsenen Organismus. Dies wird damit erklart, da|3 bei 
der Geburt eine Umstellung des Stoffwechsel s auf die Sauerstoff- 
athmosphare erfolgt. Gerade in der Biochemie des Sauerstoffs spielen 
viele Kupferproteine eine entscheidende Rolle ( z.B.: Cytochromoxi - 
dase, Superoxiddismutase ). Zur Bildung dieser Kupferproteine in der 
Entwicklungsphase wird das Kupfer aus dem in der fbtalen Leber ge- 
speicherten Kupfer-Metal lothionein herangezogen. 

Eine andere physiologische Rolle konnten die Metal lothioneine bei 
der Entgiftung toxischer Schwermetalle spielen. Giftige Metalle wie 
Cadmium und Quecksilber werden ebenfalls in Metallothioneinen gebun- 
den, immobi lisiert und damit dem Stoffwechsel entzogen. 



Kupfer und Kupferproteine sind nicht nur in der Biochemie des Sauer- 
stoffs von Bedeutung, sondern auch im Entzundungsgeschehen sind sie 
von groBer Wichtigkeit. Bei entzlindlichen Erkrankungen steigt der 
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Kupferspiegel im Serum von Wirbeltieren bis auf das Vierfache des Nor- 
mal wertes. Das zusatzlich benotigte Kupfer stammt mbgli cherweise eben- 
falls aus den in der Leber lokalisierten Kupfer-Metallothioneinen. 
Am Entzlindungsherd selbst erzielt Kupfer einen heilsamen Effekt, indem 
es die GefaBneubi Idung (Angiogenese) beglinstigt. Desgleichen fbrdert 
es generell die Rlickbi Idung entziindlicher Herde. Nicht umsonst wurde 
Kupfer schon im Altertum, Kgypten»Rom und im Mittelalter bei alien Ar- 
ten entziindlicher Erkrankungen verabreicht. 

Bei degenerativen Gelenkserkrankungen, die unter den Oberbegriff Rheuma 
fallen (z.B. Arthritis, Arthrose,Gicht) , wandern Phagozyten (Makropha- 
gen, polymorphonukleare Leukozyten) in den Gelenkspalt ein. Diese Ver- 
treter der zellularen Abwehr produzieren Superoxid, H^C^ und 9 um ver " 
meintliche Fremdkbrper abzutbten. Die Superoxid-Radikale kbnnen durch 
Folgereaktionen in noch gefahrlichere Sauerstoff-Radikale umgewandelt 
werden, die ihrerseits die in der Gelenkfliissigkei t vorhandenen Makro- 
moleklile (z.B. Hyal uronsaure, Kollagen) zerstbren. Damit verliert die 
Gelenkfliissigkei t analog verbrauchten Motorbls ihre "Schmierfahigkeit", 
so ? daB die rheuma tischen Beschwerden der Patienten verstarkt werden. 

Bisher wurde eine Reihe von Kupferverbindungen in vielen verschiedenen 
Applikationsformen gegen rheumatische Beschwerden eingesetzt. Die Pa- 
lette reicht vom einfachen Kupferarmband bis zum komplizierten Super- 
oxiddismutase-Molekiil . In der Veterinarmedizin wird zum Beispiel der 

superoxiddismutase-akti ve Kupferkomplex des Salicylats unter dem Han- 

(R) 

delsnamen Dermcusal w verwendet. Desweiteren wird in der Tiermedizin 

® 

das Kupferprotein Superoxiddi smutase mit dem Namen Orgotein in 
rheumatische Tiergelenke injiziert. Humanmedizinisch findet zum Abbau 
von Superoxid-Radikalen in menschlicher Gelenkfliissigkei t das phar- 
mazeutische Praparat Peroxinorm ® Verwendung. Auch dieses Praparat 
enthalt das Kupferprotein Superoxiddismutase als Wirkstoff. Es wird 
in die Gelenkkapsel injiziert und setzt Superoxid-Radikale nach fol- 
gender Gleichung zu Sauerstoff und Wasserstoffperoxid um: 




+ 2H 
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UnglUcklicherweise fiihrt das Folgeprodukt dieser Reaktion, das Wasser- 
stoffperoxid, ebenfalls zur Zerstorung der Gelenksflussigkei t bzw. deren 
Hauptbestandteil , der HyalurbnsSure. Desweiteren erfolgt der oxidative 
Angriff polymorphonuklearer Leukozyten nicht allein Uber reaktive Sauer- 
stoffspezies, sondern auch liber Hypochlorid (CIO"). Sinnvollerweise 
soil ten diese hochreakti ven Komponenten nicht nur abgebaut, sondern auch 
deren Bildung gehemmt werden. Die Produktion der toxischen MolekUle er- 
folgt teils Uber Flavoenzyme (0g» H 2 0 2 ) und teils uber Hamproteine (C1(T). 
Ober die molekulare Struktur der sauerstoffakti vierenden Enzyme (NADPH- 
Oxidasen) und des hypochloridbildenden Systems ist wenig bekannt. Viele 
Flavoenzyme werden durch Schwermetal le und insbesondere Kupfer gehemmt. 

Wird Kupfer in niedermolekularer Form ins Gelenk gebracht, so wird es 
durch korpereigene Komplexbildner (Chelatoren) gebunden und relativ rasch 
vom Ort des Geschehens abtransportiert, Diese kurzzeitige "Oberladung" 
des Gelenkes mit Kupfer resultiert in einem ebenfalls kurzzeitigem Heil- 
affekt. Wird proteingebundenes Kupfer angeboten, so wird dies im Gelenk 
gelagert, weil es nicht durch die Synovial membran diffundieren kann und 
zeigt so Depotwirkung. Kupfer in Kupferproteinen Oder Bruchst'ucken davon 
und insbesondere in Kupfer-Metallothioneinen wird durch reaktive Sauer- 
stoffspezies langsam freigesetzt. Dieses "freie" Kupfer wird in der Gelenk- 
fliissigkeit durch korpereigene Komplexbildner gebunden. Die gebildeten 
Komplexe haben eine ahnlich hohe Superoxiddismutaseakti vi tat wie die Su- 
peroxiddismutase selbst (Journal of Molecular Catalysis, Band 13, Seite 
249, 1981). Nach dem Transport des chelierten Kupfers durch die Synovial- 
fliissigkeit wird das Kupfer von Proteinen, hauptsachlich Flavoenzymen ab- 
gefangen, die dadurch geheirant werden. Durch den Mechanismus der langsamen 
Freisetzung wird Uber eine langere Zeit ein gleichmaBiger Kupferspiegel im 
Gelenk aufrechterhal ten. Die ebenfalls freigesetzten Schwefelgruppen des 
Metallothioneins, an denen das Kupfer gebunden war, wirken als Radikalf an- 
ger und damit ebenfalls als Antioxidationsmittel . 

In eigenen Versuchen konnten wir zum erstenmal nachweisen, daB das Kupfer 
aus Kupfer-Metallothionen durch Flavoenzyme vermittels Wasserstoffperoxid 
freigesetzt wird (Progress in Clinical Biochemistry and Medicine, Band 2 
1985, im Druck). Diese Ergebnisse ermutigten detailiertere Nachforschungen 
in dieser Richtung. Im Einzelnen wurde untersucht: 
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1. Der EinfluB des Kupfers auf die Reaktivitat von Flavoproteinen. 

2. Der EinfluB des Kupfers sowie der Kupfer-Metallothioneine auf die 
Zerstorung von Gelenksf ILissigkei t durch Flavoenzyme . 

3. Der EinfluB des Kupfers sowie der Kupfer-Metallothioneine auf die 
Zerstorung biologischer Makromoleklile durch isolierte Makrophagen 
und polymorphonukleare Leukozyten. 



Werden Flavoenzyme (Xanthinoxidase, D- oder L-Aminosaureoxidase u. a.) 
mit Kupfer versetzt, so wird ihre Enzymakti vi tat fast vollstandig ge- 
hemmt. Diese Hemmung verlauft reversibel. Bei Entfernung des Kupfers 
erhalt man wieder fast vollstandige Aktivitat. Werden fiir diese Ver- 
suche Kupfer-Metallothioneine eingesetzt, so verlauft die Hemmung lang- 
samer, da das Kupfer erst aus den Thioneinen freigesetzt werden muB. 
Durch Elektronenspinresonanz-Spektrometrie konnte gezeigt werden, daB 
das freigesetzte Kupfer nicht am Metallothionein verbleibt, sondern 
von den Flavoproteinen gebunden wird. 

Zu 2: 

Werden Flavoenzyme zu Gelenkfllissigkei t zugegeben, so tritt eine Zerstorung 
der Makromoleklile in dieser Fllissigkeit ein. Damit verbunden ist eine Ver- 
kleinerung der Viskositat, die mit geeigneten Viskosimetern gemessen wer- 
den kann. Derselbe Effekt laBt sich beobachten, wenn man statt Synovial- 
fllissigkeit nur ihren Hauptbestandtei 1 , die Hyaluronsaure verwendet. Die 
Zerstorung beruht hauptsachl ich auf oxidativem Abbau durch Wasserstoff- 
peroxid. Wird Kupfer oder Kupfer-Metallothionein als Schutzmechani smus 
verwendet, so wird der Abbau der GelenkflUssigkei t gehenmt. Ein ahnlicher 
Effekt laBt sich auch erzielen, wenn Katalase zugegeben wird, da diese 
Wasserstoffperoxid abbaut. Der Vorteil des Kupfers liegt darin, daB es 
schon einen Schritt frliher angreift, namlich die Bildung des Wasserstoff- 
peroxids hemmt. 



Makrophagen und polymorphonukleare Leukozyten sind die Hauptvertreter des 
zellularen Abwehrsys terns . Bei der Zerstorung korperfremder Stoffe bilden 



Zu 1: 
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sie Superoxid, Wasserstoff peroxid und Hypochlorid. Durch diese reaktiven 
Stoffe wird nicht nur kbrperf remdes, sondern auch korperei genes Material . 
angegriffen. Bei rheumatischen Gelenkserkrankungen flihrt dies zu einer 
weiteren Schadigung der ohnehin schon angegriffenen Gelenkkapsel und 
damit zu einer Verstarkung der Beschwerden. Der Angriff polymorphonuk- 
learer Leukozyten VaBt sich mit zwei Methoden verfolgen. Zum Einen kann 
die Superoxidproduktion mit dem Cytochrom c Reduktase Test Oder dem Form- 
azan Test verfolgt werden und zum Anderen kann die Hypochloridproduktion 
anhand der Bleichung geeigneter Substrate (Cytochrom c, B-Karotin ) ge- 
messen werden, Unsere Versuche ergaben, daB die Reaktivitat von polymor- 
phonuklearen Leukozyten und Makrophagen bei Zugabe von Kupfer vol! standi g 
gehemmt wird. Keines der angebotenen Substrate wurde geschadigt, wenn 
Kupfer vorhanden war, wohl aber wenn auf die Zugabe von Kupfer verzichtet 
wurde. Dieses Ergebnis wurde sowohl mit Kupfersalzen als auch mit Kupfer- 
Metallothionein erzielt. Der Wi rkungsmechani smus dlirfte derselbe sein wie 
in den vorhergegangenen Versuchen. Nach oxidativer Freisetzung des Kupfers 
wird es an Flavoenzyme gebunden und hemmt deren Aktivitat. 

Als besonders effektiv erwiesen sich in alien Versuchen die Kupfer- Metal lo- 
thioneine aus Hefe, da sie im Gegensatz zu Wirbeltier-Thioneinen ausschlieB- 
lich Kupfer und kein anderes Metal! enthalten. Desweiteren sind sie stabiler 
als Wirbel tier-Thioneine und setzen so langsamer Kupfer f rei . Dadurch wird 
Uber einen langeren Zeitraum ein konstanter Kupferspiegel im Gelenk auf- 
rechterhal ten. 

Immunologisch sind Kupfer-Metallothioneine auBerst schwach aktiv, da sie 
kleine und relativ einfache Proteine sind. Ihre Anwendung im Gelenk wird 
daher keine immunologi schen Probleme aufwerfen, zumal sie in der Gelenk- 
kapsel dem humoral en Immunsystem entzogen sind. 

Ein anderer Aspekt in Bezug auf Kupfer im EntzLindungsgeschehen ist das 
Caeruloplasmin. Caeruloplasmin ist das Kupfer-Transportprotei n im Serum 
von Wirbel tieren. Daneben hat es Ferroxidase- und Ascorbatoxidase-Akti vi tat. 
Bei entzlindlichen Prozessen ist Caeruloplasmin im Serum der Wirbel tiere bis 
auf das Vi erf ache gegenliber dem Normalwert erhbht. In kleinen Konzentra- 
tionen kommt Caeruloplasmin auch in der Gelenksf liissigkei t vor. Bei arthri- 
ti schen Erkrankungen sinkt sowohl die Ferroxidase- als auch die Ascorbat- 
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oxidase-Akti vi tat im Gelenk stark ab. Der Abbau der aktiven Kupferzentren 
kbnnte im Gelenk eine Kupfer-Mangelsi tuation entstehen lassen. Es ware 
deshalb logisch, bei Gelenkserkrankungen Caeruloplasmin ins Gelenk zu 
injizieren, zumal Caeruloplasmin vie! Kupfer enthalt (sechs Grammatom 
Kupfer pro Molekul. Dieses Verfahren hat drei entscheidende Nachteile: 

1. Caeruloplasmin ist ein relativ g\ oBes Protein, das schwer in groBen 
Mengen beschaffbar ist. 

2. Caeruloplasmin ist auBerst instabil und schwer zu handhaben. 

3. Caeruloplasmin ist immunologi sch stark aktiv. Es kbnnen schwere immu- 
nologische Schocks auftreten. 

Die Erfindung betrifft ein einfaches und schnelles Verfahren zur Isolierung 
von Metallothioneinen, insbesondere Kupfer-Metallothioneinen. Das Verfahren 
der Erfindung ermoglicht die Isolierung von Thioneinen aus der Leber von 
Wi rbeltieren, aus Hefen und aus Mikroorganismen. 

Dazu wird durch geeignete AufschluBverfahren ein Homogenat des betreffenden 
Organs bzw. Organismus hergestellt. Bei Leber und Pflanzen ist ein mecha- 
nischer AufschluB in Mixgeraten vorteilhaft, bei Hefen empfiehlt sich ein 
AufschluB durch Hochdruckhomogenisation oder andere bekannte Zellauf schluB- 
verfahren. 

Nach einer Zentrifugation wird eine Hi tzebehandl ung des Oberstandes durch- 
geflihrt, wobei unerwiinschte Proteine ausgefallt werden. Alternativ kann 
die Hi tzebehandl ung des Homogenats ohne vorherige Zentrifugation erfolgen. 
Die Hi tzebehandl ung wird bei 40-80 °C, insbesondere 50-70 °C, vorzugs- 
weise 60 °C fiir 1 Minute bis 1 Stunde, insbesondere 2-10 Minuten, vorzugs- 
weise 3 Minuten durchgefiihrt. Nach einer weiteren Zentrifugation wird der 
Oberstand durch chroma tographische Methoden gereinigt. 

Die folgenden Beispiele sollen exemplarisch das Verfahren zur Isolierung 
von Metallothioneinen erlautern. 



>: <OE 34330 76 A 1 I > 



3433076- . 

Bei spiel 1: 

Isolierung von Kupfer-Metallothionein aus Backerhefe 

1 kg Backerhefe wurde 24 Stunden mit 1 millimolar Kupfersalz kultiviert. 
Die Zellen wurden 2 mal mit Lei tungswasser gewaschen, in 1 Liter Wasser 
suspendiert und in einem Hochdruckhomogeni sator bei 700 bar homogeni siert . 
Zur Abtrennung der Zelltrummer wurde das Homogenat zentrif ugiert. Der 
Oberstand wurde 3 Minuten lang auf 60 °C erhitzt, abgeklihlt, zentrif ugiert, 
und bei pH 8,0 molekularsiebfi 1 triert (Epichlorhydrin-quervernetztes Dextran, 
AusschluBvolumen 5 000). Die Kupfer-Metal lothionein-hal tige Fraktion wurde 
einer Ionenaustauschchromatographie unterworfen (quervernetztes quartares 
Ami noathyl -Dextran flir MolekUle unter einem Molekulargewicht von 30 000). 
Es wurde mit einem linearen Gradient von 0-200 millimolar NaCl , pH 8,0 
eluiert. Die gefriergetrocknete Kupfer-Metallothioneinfraktion wurde uber 
Molekularsiebfiltration (Epichlorhydrin-quervernetztes Dextran, AusschluB- 
volumen 30 000) entsalzt und erneut gef riergetrocknet. Die Ausbeute betrug 
110 mg Kupfer-Metallothionein mit einem Kupfergehalt von 5,1% (w/w) . 



Beispiel 2: 

Isolierung von Kupfer,Zink-Metallothionein aus fotaler Rinderleber 

200 g Leber (160 yg Kupfer/Gramm NaBgewicht) wurden grob zerkleinert und in 
einem Mixgerat mit 150 Milliliter Wasser in Gegenwart von 1 millimolar 2- 
Mercaptoathanol homogeni siert. Der zentrif ugierte Oberstand wurde einer Hitze- 
behandlung unterzogen (2 Minuten, 60 °C) . Der abgekiihlte, zentrif ugierte Ober- 
stand wurde bei pH 8,6 molekularsiebfil triert (Epichlorhydrin-quervernetztes 
Dextran, AusschluBvolumen 5 000) und die Kupfer/Zink-fhionein-hal tige Fraktion 
uber Ionenaustauscher-Chromatographie weiter gereinigt (quervernetztes Diathyl- 
ami noathyl -Dextran fiir MolekUle unter einem Molekulargwicht von 30 000). Es 
wurde ein linearer Gradient von 0-200 millimolar NaCl, pH 8,6 angewandt. Nach 
Gefriertrocknung und Entsalzung uber Molekularsiebfiltration in destilliertem 
Wasser (Epichlorhydrin-quervernetztes Dextran, AusschluBvolumen 30 000) wurde 
das gereinigte Protein erneut gefriergetrocknet. Die Ausbeute betrug 95 Milli- 
gramm an Kupfer/Zink-Thionein mit einem Kupfer-Gehal t von 5,3% und einem Zink- 
Gehalt von 1,5 Prozent. 



BNSOOCID: <DE 3433076 A1 J_> 



* 



^ 3.433076 



Desweiteren betrifft die Erfindung die Anwendung von Kupferproteinen 
Oder Untereinhei ten Oder BruchstUcken davon, insbesondere Metallothio- 
neinen,vorzugsweise Kupfer-Metallothioneinen zur antirheumati schen 
Therapie, indem die Metallothioneine direkt in die Gelenkkapsel inji- 
ziert werden. Durch reaktive Verbindungen, die bei rheumati schen Er- 
krankungen entstehen, wird aus den Metallothioneinen Kupfer freigesetzt, 
das wiederum die Bildung dieser reaktiven Verbindungen hemmt und deren 
Abbau beschleunigt. 

Im Einzelnen ist der heilsame Effekt von Metallothioneinen auf folgende 
Tatsachen gestlitzt: 

1. Die aus den Metallothioneinen f reigesetzten Schwefelgruppen kdnnen 
stbchiometrisch mit Radikalen aller Art reagieren. Sie haben die Wir- 
kung eines Antioxidationsmittels. 

2. Das aus Metallothioneinen freigesetzte Kupfer hemmt nicht nur die Bil- 
dung von Superoxidradikalen durch die Xanthinoxidase, sondern auch die 
Harnsaureproduktion.. Die Ablagerung von Harnsaurekristallen bei gicht- 
bedingter Arthritis wird daher durch die Hemmung der Xanthinoxidase 
eingeschrankt- 

3. Das aus Metallothioneinen freigesetzte Kupfer wird von korpereigenen 
Komplexbi Idnern (freie Aminosauren, Fettsauren u. a.) im Gelenk gebun- 
den und diffundiert durch die Synovialfl iissigkei t , bevor es von Pro- 
teinen (z. B. Flavoenzyme) eingefangen wird. Diese niedermolekularen 
Kupferkomplexe haben teilweise eine hohere Superoxiddismutase-Aktivi- 
tat als die Superoxiddismutase selbst (Biochimica et Biophysica Acta, 
Band 631, Seite 232, 1980). Sie kbnnen sehr effektiv Superoxidradikale 
abbauen. 



4. Das aus Metallothioneinen freigesetzte Kupfer wird, nachdem es durch die 
Synovialf liissigkei t diffundiert ist, an Flavoenzyme gebunden und hemmt 
sie dadurch. In eigenen Versuchen haben wir nachgewiesen, daB bei einer 
ganzen Reihe von Flavoenzymen sowohl die Superoxid- als auch die Wasser- 
stoff peroxid- und die Harnsaureproduktion durch Kupfer gehemmt wird. Die 
Zerstbrung der Synovialf liissigkei t durch reaktive Sauerstoffspezies wird 
eingedammt. Abbildung 1 zeigt den Viskositatsverlauf in Abhangigkeit von 
der Zeit bei Synovialf liissigkei t die mit Flavoenzymen inkubiert wurde in 
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Anwesenheit und in Abwesenheit von Kupfer-Metallothionein. 



Abbildung 1: Zerstbrung von Synovial f liissigkei t und deren Schutz durch 
Kupfer bzw. Kupfer-Metallothionein. 

Abbildung 2 zeigt die Bindung des aus Kupfer-Metallothionein freigesetzten 
Kupfers anhand von Elektronenspinresonanz-Spektrometrie. Das Kupfer in Me- 
tal lothioneinen liegt als Kupfer (I) vor und ergibt kein Signal. Wird das 
Kupfer kiinstlich aus Metal! othionein freigesetzt (z.B. mit Wasserstoffper- 
oxid),so erhalt man ein Signal fur unspezifisch gebundenes Kupfer, soge- 
nanntes Biuret-Kupfer. Wird das Kupfer aus Metal lothioneinen mit Flavoen- 
zymen freigesetzt, so erhalt man ein Signal, das auf eine spezifische 
Kupferbindung an den Flavoenzymen hindeutet, sogenanntes Typ-2-Cu (II). 
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Abbildung 2: Nachweis der Bindung des aus Kupfer-Metallothioneinen freige- 
setzten Kupfers durch Flavoenzyme vermittels Elektronenspi nre- 
sonanz-Spektrometrie . 

5. Das aus Metal lothioneinen freigesetzte Kupfer begiinstigt die GefaSneu- 
bildung (Angiogenese) (Journal of the National Cancer Institute, Band 69, 
Seite 475, 1982). Durch Bildung neuer GefaBe (vor allem Kapillaren) wird 
die Versorgung der geschadigten Region und deren Reparatur positiv beein- 
fluBt, 

6. Das aus Metallothioneinen freigesetzte Kupfer wirkt sich allgemein giinstig 
auf die Heilung entzlindl icher Erkrankungen aus (Inflammatory Di eases and 
Copper, J.R.J. Sorenson (Hrsg), Humana Press, Clifton NJ, 1982) 
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7. Daneben wird ein Mechanismus diskutiert, in dem Kupfer in die Arachi- 
donsaurekaskade eingreift. Es soli die Cyclooxigenase-Reaktion beein- 
flussen und dadurch die Bildung von Entziindungsmediatoren (Prostaglan- 
dine,Leukotriene) vermindern (Prostaglandins, Band 4, Seite 837, 1973). 

8. Immunol ogi sch treten mit den relativ einfachen Kupfer-Metallothioneinen 
kaum Probleme auf, da sie nur sehr schwach immunologi sch aktiv sind und 
auBerdem im Gelenk dem humoralen Inmiunsystem weitgehend entzogen sind. 

9. Im Gegensatz zu synthetischen Antirheumatika sind keine Nebenwirkungen 
zu erwarten, da weder die Abbauprodukte des Thioneins, noch das Kupfer 
in den eingesetzten Konzentrationen toxisch sind. 
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